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53BP1        p53 binding protein 1 
 
A‐EJ        alternative end‐joining 
A‐NHEJ  alternative  Nichthomologe  Endverknüpfung  (alternative  non‐
homologous end‐joining) 
ATM         Ataxia telangiectasia mutated 
ATR         ATM and Rad3 related 
 
BER         Basen‐Exzisionsreparatur 
BIR         break‐induced replication 
bp         Basenpaar 
BLM         Bloom‐Protein 
BRCA1/2       breast cancer associated 1/2 
BrdU         5‐Bromo‐2´‐desoxy‐Uridin 
BSA         Rinderserumalbumin (bovine serum albumine) 
 
c‐NHEJ  klassische  Nichthomologe  Endverknüpfung  (canonical  non‐
homologous end‐joining) 
CDK         Cyclin‐abhängige Kinase (Cyclin‐dependent kinase) 
Chk1/2        cell cycle checkpoint kinase 1/2 
CHO   Ovarienzellen des chinesischen Hamsters (Chinese hamster ovary) 
CPT         Camptotecin 
CtIP         CtBP‐interacting protein 
 
DAPI        4´‐6´‐Diamino‐2‐Phenyl‐indoldihydrochlorid 
dHJ         Doppelte Holliday‐Struktur (double holliday junction) 
DMSO         Dimethylsulfoxid 
DNA         Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleic acid) 
DNA‐PK       DNA‐abhängige Proteinkinase 
DNA‐PKcs   Katalytische Untereinheit der DNA‐PK (catalytic subunit of DNA‐PK) 
dNTP         Desoxyribonukleosid‐Triphosphat 
DSB         DNA‐Doppelstrangbruch 
 
EdU        5‐Ethynyl‐2’‐desoxy‐Uridin 
Eme1        essential meiotic endonuclease 1 
eV        Elektronenvolt 
 
FACS        fluorescence activated cell scanning/sorting 
FCS        fötales Kälberserum (fetal calf serum) 
FITC        Fluoresceinisothiocyanat 
 
Gen1        XPG‐like endonuclease 1 
Gy        Gray  
 
HR        Homologe Rekombination (homologous recombination) 
 




IR        ionisierende Strahlung (ionising radiation) 
 
LET        Linearer Energie‐Transfer (linear energy transfer) 
LMDS        locally multiply damaged sites 
 
MMC        Mitomycin 
MMEJ        microhomology‐mediated end‐joining 
MMS        Methylmethansulfonat 
MRE11        meiotic recombination 11 
MRN        MRE11/Rad50/NBS1‐Komplex 
Mus81        MMS and UV sensitive 81 
 
NBS1        Nijemegen breakage syndrome 1 
 
PARP        Poly(ADP‐Ribose)‐Polymerase 
PBS        Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered saline) 
PI        Propidiumiodid 
PIKK        Phosphatidylinositol‐3´‐OH‐Kinase ähnliche Kinase 
PP2A        Phisphotase 2A 
 
RNA        Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 
RNAi        RNA‐Interferenz 
RNase        Ribonuklease 
ROS        Reaktive Sauerstoff‐Spezies (reactive oxygen species) 
RPA        Replikationsprotein A (replication protein A) 
rpm        Umdrehungen pro Minute (rotation per minute) 
RPMI        Rosswell Park Memorial Institute 
RS‐SCID      radiation‐sensitive severe combined immunodefficiency 
RT        Raumtemperatur 
 
SCE        sister chromatid exchange 
SDSA        synthesis dependent strand anealing 
siRNA        small interference RNA 
si53BP1      Herunterregulation des 53BP1‐Proteins mittels siRNA   
SSB        single‐strand break 
SSC        Saline‐sodium citrat buffer 
ssDNA        einzelsträngigen DNA‐Bereiche (single‐stranded DNA) 
 
TLS        translesion synthesis 
Tcr        T‐cell receptor 
 
UV        Ultraviolett 
üN        über Nacht 
 
V(D)J        variable (diversity) joining 
 
WRN        Werner‐Protein 
WT        Wildtyp 
 





stehenden Wege  und  deren  Regulation  bei  der  Reparatur  der  strahleninduzierten  DNA‐
Doppelstrangbrüche  (DSBs)  im  DT40‐Zellsystem.  Im  ersten  Teil  dieser  Arbeit wurden  die 
Wechselwirkungen der beiden klassischen DNA‐Doppelstrangbruch‐Reparaturwege, c‐NHEJ 




Überlebensexperimente mit  exponentiell wachsenden  Zellen  konnte  gezeigt werden, dass 
die Zellen der Doppelmutante (Ku70‐/‐/Rad54‐/‐) die strahlenempfindlichste Zelllinie darstel‐
len, was  die Wichtigkeit  der  beiden Reparaturwege  für  das Überleben  nach  ionisierender 
Strahlung unterstreicht. Die Zellen der HR‐Mutante (Rad54‐/‐) zeigten eine moderate Strah‐
lenempfindlichkeit.  Interessanterweise  wies  die  Überlebenskurve  der  c‐NHEJ‐Mutante 
(Ku70‐/‐) ein biphasisches Verhalten auf, welches sich bei niedrigen Dosen (bis 2 Gy) in einer 








tigt. Um  einen  genaueren  Einblick  in  den  Beitrag  der  jeweiligen  Reparaturwege  nach  Be‐




Schritt  in  der  Reparatur  ist. Aufgrund  der  verbesserten  Reparatur  der  in  der mittleren  S‐


















Reparatur  genauer untersucht. Aus  Studien mit  Säugetierzellen  ist bekannt, dass Artemis‐
defiziente Zellen empfindlich auf Strahlung reagieren und dass Artemis zusammen mit ATM 
an der langsamen Reparaturkomponente von strahleninduzierten DSBs sowohl in der G1‐ als 




wurde  festgestellt,  dass Artemis während  der Reparatur  nach  Bestrahlung  in  der G1, G2, 
sowie  in der frühen und der späten S‐Phase wichtig  ist. Dagegen  läuft die Reparatur der  in 
der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen in der Abwesenheit von Artemis schneller als im WT 
ab,  was  die  chromosomalen  Studien  ebenfalls  unterstützen.  Die  Reparatur  in  den            
Ku70‐/‐/Art‐/‐‐ sowie Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Doppelmutanten verläuft nahezu in allen Zellzyklusphasen 


















for  survival after  ionizing  radiation. The HR‐mutant had a moderate  sensitivity  toward  the 




cells supported only partially  the known mammals´  repair model and  the biphasic survival 




after  irradiation  in  the  S‐phase,  the  S‐phase  cells  were  differentiated  by  various  EdU‐
patterns  in  three  different  groups  (early, middle  and  late  S‐phase  cells).  c‐NHEJ  is  active 
preferentially in the cells, which are irradiated in early S. HR is the dominant repair pathway 
in the cells, which are irradiated in the middle or late of the S phase. The absence of c‐NHEJ 
in  the Ku70‐/‐ cells, which are  irradiated  in  the middle S phase,  leads  to more  rapid  repair 
than in WT. An other observation was that the double‐mutant cells with the absence of Ku70 
and Rad54 have a slight  repair, suggesting  that  the action of A‐EJ  (alternative end‐joining) 
mechanisms for DSB repair can not be completely excluded. The γH2AX foci measurements 
in  the  irradiated cells  in  the middle of  the S phase and  in G2 were confirmed by cell‐cycle 
dependent chromosomal analysis. The repair studies implied a presumption that the middle 
S phase cells of c‐NHEJ mutant are the better survived subpopulation. To verify this hypothe‐













cess  in G2  represents HR  and  repairs preferentially heterochromatic DSBs.  In  the present 
study  the  results of  clonogenic  survival  assay with exponential  growing  cells  showed  that 
Artemis‐deficient cells are more sensitive to radiation than the WT. With γH2AX foci analysis 
it was demonstrated  that Artemis  is  involved  in  the DSB  repair after  irradiation  in G1, G2, 
early and  late  S phase. The Artemis‐deficient  cells after  irradiation  in  the middle of  the  S 
phase had an advantage in the repair, in comparison to WT. The repair in Ku70‐/‐/Art‐/‐‐ and 
Rad54‐/‐/Art‐/‐‐double‐mutants had  an  improved  repair  after  irradiation  in  all  cycle phases 
compared  with  Ku70‐/‐‐  and  Rad54‐/‐‐single‐mutants.  The  Rad54‐/‐/Art‐/‐‐double‐mutant 
showed a comparable repair defect with Art‐/‐‐single‐mutant after irradiation in G1. The ab‐

















Auch DSBs  können durch die  Strahlung  induziert werden.  In einer menschlichen Zelle mit 
haploidem Chromosomensatz beträgt die Anzahl von DSBs ca. 20‐30 pro Gy (Löbrich et al., 
1995).  Außerdem  können  durch  1Gy  30  DNA‐DNA‐  und  150  DNA‐Protein‐Vernetzungen 
(Cross  links)  erzeugt werden  (Ward,  1995). Während  die  Basenschäden  oder  SSBs  relativ 
schnell über die Mechanismen wie die Basen (base excision repair, BER)‐, Nukleotid‐Excisions 
(nucleotide excision repair, NER)‐ oder Einzelstrangbruchreparatur (single‐strand repair, SSR) 
beseitigt  werden  und  keine  Auswirkung  auf  das  Zellüberleben  haben,  kann  ein  einziger 















entwickelt,  um  auf  die  exogenen  oder  endogenen  Noxen  zu  reagieren  und  um  die 
genomische  Integrität  zu  bewahren. Dabei  gilt  es  für  jede  Zelle  die  schädigenden  Signale 












teinen wie  Ku, MRN‐Komplex  (MRE11‐NBS1‐RAD50)  oder  auch  PARP1  (Poly(ADP‐Ribose)‐


































H4‐Paaren  zusammen  (Luger  et  al.,  1997).  Für  bestimmte  regulatorische  Prozesse  an  der 
DNA können Histone phosphoryliert, acetyliert, ubiquitiniert sowie methyliert werden (Price 




repräsentiert  abhängig  von  der  untersuchten  Zelllinie  oder Gewebe  2‐25%  des  gesamten 




(ATM and Rad3  related) dar. Alle drei Kinasen  tragen  zur Phosphorylierung  von H2AX bei 




vorkommen,  diese Modifikation  (Rogakou  et  al.,  1998,  1999). Mittels  Immunfluoreszenz‐




Die  Phosphorylierung  von  H2AX  führt  zu  einer  lokalen  und  temporären  Veränderung  im 
Chromatin.  Um  die  ursprüngliche  Integrität  wiederherzustellen, muss  diese  Veränderung 




















schließenden  S  (Synthese‐Phase)  benötigt werden.  Auch  Zellbestandteile wie  Zytosol  und 
Zellorganellen werden  in  der  G1‐Phase  produziert.  Die  G1‐Phase  hat  eine  regulatorische 
Funktion. Hier wird entschieden, ob die Zelle weiter im Zellzyklus bleibt oder in ein Ruhesta‐






Karyokinese  (Kernteilung) und die  anschließende  Zytokinese  (zytoplasmatische  Zellteilung) 
werden  die  Tochterzellen  voneinander  getrennt  und  können  so  einen weiteren  Zellzyklus 
durchlaufen.  
Das  Kontrollsystem  des  Zellzyklus  besteht  hauptsächlich  aus  Cyclin‐abhängigen  Kinasen 































et al.,  2002). Generell werden die Checkpoints  so  lange  aufrechterhalten bis die  Schäden 
behoben werden. Falls jedoch ein Checkpoint aufgrund der genetischen Prädisposition inak‐
tiv oder  ineffizient  ist, können die Zellen mit den Schäden von einer Zellzyklusphase  in die 
Nachfolgende übertreten. So können z. B. die  in der G1‐Phase  induzierten Schäden  in den 
p53‐defizienten  Zellen  bei  der  Abwesenheit  des  G1/S‐Checkpoints, während  der  S‐Phase 
verdoppelt werden. Die Aktivierung der Checkpoints erfolgt über ATM und ATR, deren wich‐
tigsten Zielproteine entsprechend Chk2 und Chk1 (cell cycle checkpoint kinase 1/2) sind. Die‐
se  Checkpoint‐Kinasen  können  dann  über  mehrere  Zwischenschritte  die  Cyclin/Cdk‐











c‐NHEJ  miteinander  ligiert  (van  Gent  &  van  der  Burg,  2007).  Niedere  Eukaryoten,  wie 
Saccharamyces cerevisiae, sind meistens auf die HR bei der DSB‐Reparatur angewiesen. Nur 
in  einem  HR‐defizienten  Hintergrund  lässt  sich  in  diesem  Organismus  eine  c‐NHEJ‐
vermittelte Reparatur beobachten (Schar et al., 1997; Teo & Jackson, 1997). Neben den bei‐
den Hauptreparaturwegen wurden  in  den  letzten  Jahren weitere Mechanismen  der DSB‐
Reparatur  entdeckt,  die  als  A‐NHEJ  (alternative  non‐homologous  end  joining)  und MMEJ 
(microhomology‐mediated end  joining) bezeichnet und unter dem Begriff A‐EJ‐  (alternative 





ten,  transkriptionsinerten  Heterochromatin  (HC)  unterschieden.  Es  wurde  gezeigt,  dass 
strahleninduzierte DSBs über eine schnelle und eine  langsame Komponente  repariert wer‐



























Die  freien  Enden  des  entstandenen  DNA‐Doppelstranges  werden  zunächst  von  einem           
Protein‐Heterodimer,  bestehend  aus  Ku70/Ku80  erkannt  und  in  die  räumliche  Nähe  ge‐
bracht (Walker et al., 2001; Weterings & van Gent, 2004; Weterings & Chen, 2008). Die an 
die DNA‐Enden  gebundenen  Ku70/Ku80‐Proteine  schützen  die DSB‐Enden  und  stellen  ein 
Signal dar, um die  katalytische Untereinheit der DNA‐PK  (DNA‐PKcs)  anzulocken  (Smith & 
Jackson, 1999). Die Bindung von DNA‐PKcs an Ku70/Ku80 aktiviert die Kinase‐Aktivität von 
DNA‐PKcs, wobei DNA‐PKcs autophosphoryliert wird (Chen et al., 2005). Diese Phosphorylie‐
rung  dient  der Regulation  von  c‐NHEJ.  Es  kommt  zu  einer  Konformationsänderung  in  der 
DNA‐PKcs,  so dass weitere Proteine an DSB  rekrutiert werden können  (Block et al., 2004; 
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Wetterings  &  Chen,  2008).  Die  nicht‐modifizierten  DSB‐Enden  können  direkt  über  DNA‐
LigaseIV/XRCC4, vermittelt über XLF/Cernunnos  (XRCC4‐like  factor) miteinander  ligiert wer‐
den  (Ahnesorg  et  al.,  2006).  Es  werden  jedoch  des  Öfteren  DNA‐DSBs  induziert,  deren 
Bruchenden  komplexer  sind  und  Modifikationen  enthalten  (z.  B.  3´‐Phosphate  oder  3´‐







jegliche,  frei  stehende DNA‐Enden miteinander  verknüpfen  kann. Dadurch, dass dabei auf 
die Korrektheit der  zu  verknüpfenden  Enden nicht  geachtet wird,  können  fehlerbehaftete 










Reifungsprozessen  der  T‐  und  B‐Lymphozyten  zu  beseitigen.  Durch  V(D)J‐Rekombination 
wird eine Variabilität in der Kombination der Gensegmente geschaffen, woraus eine Vielzahl 
von  B‐,  T‐  Rezeptoren  sowie  der  Immunglobuline  resultiert.  Die  Gene  der  B‐  und  T‐
Zellrezeptoren, die als variable (V), diversity (D) und joining (J) Segmente bezeichnet werden, 
liegen  in den Lymphozyten  in einer  inaktiven Form vor  (Ferguson & Alt, 2001; Revy et al., 
2005).  Während  der  V(D)J‐Rekombination  werden  zunächst  gezielte  Schnitte  und  damit 
DNA‐DSBs durch RAG1 und RAG2 (Recombination‐Activating Genes) an spezifischen Rekom‐
binationssignalsequenzen  gesetzt.  So  werden  vier  gebrochene  DNA‐Enden  generiert,  die 











A.  Zusammensetzung der Gensegmente eines  reifen  Ig oder Tcr. V‐, D‐ und  J‐Gensegmente eines unreifen 
Antikörpers (Ig) oder Rezeptors (Tcr). Nach der Verknüpfung der D‐ und J‐Segmente miteinander entsteht ein 
DJ‐Segment, welches mit V‐Segment verknüpft wird. Die Kombination von VDJ ist eine Gensequenz eines reifen 










den,  damit  die  Ligation  stattfinden  kann  (Moshous  et  al.,  2001).  Dadurch,  dass  auch 
Ku70/Ku80, DNA‐PKcs  sowie  XRCC4/LigaseIV  dabei  aktiv  sind, wird  die  Beteiligung  von  c‐
NHEJ an der Reparatur von RAG‐induzierten DSBs deutlich (Gellert, 2002). Die DNA‐Bereiche, 
die zwischen den Segmenten liegen, werden schließlich entfernt (Abb. 2.4, B). 
Die B‐Zellen  stellen  ihr Repertoire an  verschiedenen  Immunglobulinen durch die weiteren 
Vorgänge wie class switch recombination (CSR) und Somatische Mutation (somatic hypermu‐
tation,  SH),  die  ebenfalls  von  einer  gezielten  Schadensinduktion  und  der  anschließenden 





Im Vergleich  zu  c‐NHEJ  ist HR  ein  nahezu  fehlerfreier Reparaturmechanismus, weil dieser 
















erkannt  und  zusammengehalten.  Der  MRN‐Komplex  setzt  sich  in  den  Vertebraten  aus 





gesetzt,  bei  der  Proteine  der  Reparatur  und  der  Checkpointkontrolle  durch  ATM 
phosphoryliert  und  aktiviert werden  (Dupre  et  al.,  2006). Nach  der Brucherkennung  folgt 
eine  Resektion  der  Bruchenden.  Dieses  wird  zunächst  durch  MRE11  und  CtIP  (CtBP‐








Bereiche  (ssDNA) werden durch das Replikationsprotein A  (RPA)  gebunden und  somit  vor 
dem Abbau und der Ausbildung sekundärer DNA‐Strukturen geschützt (Binz et al., 2004).  

































aus  (Strukturen  4a‐5b‐6b).  Der  dHJ‐Weg  (Strukturen  4b‐5c‐6(c‐e)‐7)  beinhaltet  die  Ausbildung  der  doppelten 
Holliday  junction  (Struktur 5c). Beide DNA‐Enden  führen unabhängig voneinander oder durch das Erfassen des 










ist es möglich  lange Chromosombereiche  zu duplizieren, und  somit  scheint dieser Mecha‐




gebrochenen DNA‐Endes  in die homologe Matrize  (Abb. 2.6, Struktur 4a), welcher  sowohl 
Rad51‐unabhängig als auch Rad51‐abhängig ablaufen kann (Malkova et al., 1996, 2005). Die‐




nativen  Telomerverlängerung  (ALT)  genutzt,  um  die  ungeschützten  (uncapped) 



























TopoIIIα  unter  Entstehung  der  nicht‐SCE‐Produkte  aufgelöst  (Abb.  2.6,  Struktur  7). Durch 
spezifische Resektasen wie Mus81‐Eme1‐Gen1 kann dHJ geschnitten werden. Dabei kann es 







rieren  konnten. Diese Reparatur  verlief  jedoch deutlich  langsamer  als  im  entsprechenden 
WT.  Neben  der  verlangsamten  Reparatur  wurde  festgestellt,  dass  die  reparierte  DNA 
Deletionen  und  sich  überlappende Mikrohomologien  aufwies  (Boulton  &  Jackson,  1996). 
Auch in Säugetierzellen konnten diese Beobachtungen bestätigt werden (Kabotyanski et al., 
1998).  Somit wurden  zwei wichtige  Eigenschaften  der  alternativen  Reparaturwege  postu‐
liert. Es handelt sich zum einen um eine Reparatur, die,  im Vergleich zum c‐NHEJ, deutlich 
langsamer abläuft. Zum anderen ist diese Reparatur fehlerbehaftet, weil die reparierte DNA 





Reparaturprozesse  fungieren,  auch wenn die  Faktoren des  c‐NHEJ und der HR  vorhanden 
sind (Kinner et al., 2008; Mladenov & Iliakis, 2011; Dueva & Iliakis, 2013).  
Basierend  auf  den  Ergebnissen  der  aktuellen  Forschung werden  A‐EJ‐Mechanismen  in  A‐
NHEJ und MMEJ unterschieden. Der wesentliche Unterschied zwischen den beiden Mecha‐















Hierbei  sind  DNA‐LigaseIII/XRCC1,  die  Poly(ADP)ribose  Polymerase‐1  (PARP‐1),  der MRN‐
Komplex (Mre11/Rad50/Nbs1), WRN and CtlP zu erwähnen (Audebert et al., 2004, Wang et 




(Truong  et.  al,  2013). Nach  der  Resektion  der DSB‐Enden  entstehen  einzelsträngige DNA‐
Bereiche, die eine Diskontinuität darstellen und von PARP‐1 erkannt werden. PARP‐1 modifi‐
ziert sich selbst und andere Proteine durch das Anhängen von ADP‐Ribose‐Molekülen. Ne‐
ben  der  Funktion  in  der  Basen‐Exzisionsreparatur  und  Einzelstrangbruchreparatur  wurde 




und  im  Fall  von MMEJ durch  Ligase  3  (LIG3)/XRCC1  erfüllt  (Audebert  et al.,  2004, Haber, 
2008; Paul et al., 2012). 
So wie  bei  den  klassischen Reparaturwegen,  stellt  sich  auch  hier  die  Frage, wie die A‐EJ‐
Mechanismen  während  des  Zellzyklus  reguliert  werden.  Es  wurde  gezeigt,  dass  A‐EJ‐
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die  die  genomische  Integrität  gefährden.  So  führen  z.  B.  die  häufig  auftretenden 
Basenmodifikationen  wie  Methylierungen,  Oxidierungen  oder  Desaminierungen  auf  dem 
Matrizenstrang  zu  einer Blockierung der Neusynthese des  Tochterstranges, weil  kein pas‐
sendes Nukleotid  von  der  replikativen DNA‐Polymerase  in den  neu  synthetisierten  Strang 
eingebaut werden kann. Einzelstrangbrüche  (SSB) der DNA  sind eine weitere Schadensart, 
die das  Fortschreiten der Replikation  verzögern  kann. Diese  Schäden können  spontan aus 
den  unreparierten  Basenschäden,  die  durch  die  Nucleotidexcisons‐  (NER)  oder  Basen‐
excisionsreparatur  (BER) nicht beseitigt wurden, entstehen. Sie werden aber auch  in einer 
viel höheren Anzahl durch Strahlung oder durch chemische Agenzien wie z. B. Camptotecin 
(CPT)  induziert  (Adachi  et  al.,  2004). Werden diese  Schäden  nicht  durch  die  Einzelstrang‐
bruchreparaturmechanismen  repariert,  werden  sie  im  Zuge  der  Replikation  in  die  ein‐










Common  fragile sites  (CFS) bezeichnet und sind  insbesondere gegenüber den Replikations‐
stress‐aktivierenden Agenzien empfindlich  (Freudenreich, 2007). Wenn also die Replikation 












bzw.  Folgestrang  auf  verschiedenen Wegen  repariert werden  (Abb. 2.8). Diese beinhalten 
translesion  synthesis  (TLS; Abb. 2.8, A: 1‐2b‐3b; B: 1‐2c),  template  switching während der 
Regression der Replikationsgabel (Abb. 2.8, A: 1‐2b‐3d‐4d‐4d‐5d) sowie die HR (Abb. 2.8, A: 
1‐2b‐3c‐4c‐5c;  B:  1‐2a/b‐3a/b)  (Branzei  et  al.,  2008).  Aufgrund  der  Blockierung  der 




in  ihrer  Substrataffinität  (Prakash  et  al.,  2005).  Nachdem  trotz  des  Schadens  durch  TLS‐






















Schadens, welcher  sich  am  Folgestrang der Replikationsgabel  ereignet hat. Die Wiederaufnahme der  Folge‐























1985).  Eine  weitere  Studie  hat  gezeigt,  dass  DT40‐Zellen  gegenüber  den  Säugetierzellen 




an  sich wiederholenden DNA‐Bereichen,  IRS  (interspersed  repetetive  sequences) wie  z.  B. 
Satellit‐DNA, aufweisen (IRS‐Anteil  in den Hühnerzellen: 9%;  IRS‐Anteil  in den Säugetierzel‐




zu  generieren.  Insbesondere  für die Bearbeitung der  Fragestellungen  auf dem Gebiet der 
DNA‐Reparatur wurden viele Mutanten hergestellt, die Einzel‐, Doppel‐ und sogar Dreifach‐






Mutationen).  Für  Säugetierzellen wurde  an dieser  Stelle die RNAi‐Technik etabliert, deren 
Wirkung allerdings  instabiler als bei einem kompletten Knock‐out  ist. Die Besonderheit der 
DT40‐Zellen, sie als vielseitig einsetzbares Modell zu nutzen, hat den Wissenschaftlern ver‐









verteilt,  die  der Größe  nach  in  11 Makro‐  und  67 Mikrochromosomen  unterteilt werden. 
Zusätzlich gibt es ein Paar Geschlechtschromosomen, ZZ oder ZW (Sonoda et al., 1998). Der 








Artemis  ist  eine  Nuklease  und  gehört  zur  Proteinsuperfamilie  der Metallo‐β‐Lactamasen. 












aktionspartner,  besitzt  Artemis  eine  5´‐3´  DNA  Exonuclease‐Aktivität,  während  seine 
endonukleolytische  Funktion  für  das  Auflösen  der  Loop‐Strukturen  durch  Interaktion mit 
DNA‐PKcs und durch deren Phosphorylierung aktiviert wird. Die genaue Funktion von Arte‐
mis während der DSB‐Reparatur  ist bislang  relativ wenig bekannt.  Es wurde  gezeigt, dass 
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etwa 10‐15% der strahleninduzierten DSBs  in Säugetierzellen sowohl  in der G1‐ als auch  in 
der G2‐Phase des Zellzyklus unter der Beteiligung von Artemis repariert werden (Ma et al., 




ausgeprägter Reparaturdefekt  in den Artemis‐defizienten Zellen  insbesondere nach  langen 
Reparaturzeiten ausgebildet wird (Wang et al., 2005b; Darroudi et al., 2007). Dabei wird an‐
genommen,  dass  es  sich  um  komplexere  DSBs  handelt,  welche  dazu  tendieren,  Loop‐
Strukturen auszubilden und daher einer Prozessierung bedürfen (Pfeiffer et al., 2004). Diese 
Annahme wird  dadurch  unterstützt,  dass  die  Etoposid‐induzierten  DSBs,  die  glatte  DNA‐
Enden aufweisen, keine Artemis‐Beteiligung benötigen. Außerdem steigt der Anteil der Ar‐
temis‐abhängigen DSB‐Reparatur mit der Höhe des LET (linear energy transfer) an, da nach 
der  Bestrahlung mit  α‐Teilchen  oder  Kohlenstoff  der  Anteil  an  komplexen DSBs  zunimmt 
(Riballo et al., 2004). Neben der DSB‐Reparatur wurde eine Funktion von Artemis während 
der Zellzykluskontrolle nachgewiesen,  indem gezeigt wurde, dass Artemis‐defiziente Zellen 
einen  länger andauernden G2/M‐Checkpoint  im Vergleich zum WT aufweisen  (Krempler et 
al., 2007). Eine neuere Studie mit humanen Zelllinien beschreibt Artemis als einen Schalter, 

































sondere  das  im  Überlebensexperiment  mit  exponentiell  wachsenden  Zellen  auftretende 
biphasische Verhalten der c‐NHEJ‐Mutante sollte mithilfe der Zellzyklusphasen‐spezifischen 







chromosomalen  Studien  sollte  ein  besonderes Augenmerk  auf  die Unterschiede  zwischen 
der Reparatur nach Bestrahlung in der mittleren S‐ gegenüber der G2‐Phase gelegt werden. 
Für die Herstellung einer Korrelation zwischen Reparatur und der Überlebensfähigkeit soll‐
ten  schließlich  Zellzyklusphasen‐spezifische  Reparaturstudien  mit  der  Zellzyklusphasen‐
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Huhns;  durch  ALV  (avian  leucosis  virus)  transformierte 
Lymphoblasten; p53‐defizient,  freundlicherweise  von  J‐
M.  Buerstedde  (Heinrich‐Pette‐Institut,  Hamburg)  zur 
Verfügung gestellt 
Ku70‐/‐:   HL077;  eine  homozygote  Mutante  (beide  Allele  des 
ku70‐Gens sind deletiert) 




SNM1A/B/C‐/‐/‐ :   Eine  homozygote Mutante,  bei  der  alle  Allele  (jeweils 







Artemis‐/‐:         Klon #1688 
Ku70‐/‐/Artemis‐/‐:       Klon #3391 
Rad54‐/‐/ Artemis‐/‐:       Klon #3287 
3.1.2 Kulturmedien und Lösungen 
? Zusammensetzung des DT40‐ Zellkulturmediums: 
  RPMI‐1640 (500ml):                           Sigma 
  10% FCS (hitzeinaktiviert) (v/v)            Biochrom
  1% CS (hitzeinaktiviert) (v/v)              Sigma              
  1% Pen/Strep                  Biochrom














• Trypan‐Blau                  Sigma          
0,36% (v/v) in PBS 
3.1.3 Chemikalienbehandlung 
• DMSO                    Roth 
• Aphidicolin                  Calbiochem 
Stock‐Konzentration: 1mg/ml in DMSO                                              
Arbeitskonzentration: 1µM                                
• Nocodazol                  Sigma   
  Stock‐Konzentration: 500mg/ml in DMSO             
  Arbeitskonzentration: 100ng/ml 
3.1.4 Immunfluoreszenzfärbung 
• PBS (Phosphate Buffer Saline)            Biochrom  





• Formaldehyd‐Lösung                Roth                                          




• Triton‐Lösung:            








             α γH2AX (Ser139) mouse monoclonal, 1:1000 üN bei 4°C      Millipore 
• sekundärer Antikörper:    
goat α mouse Alexa Fluor 488®, 1:500  1h bei RT      Molecular probes 







DAPI                    Sigma 
  0,2µg/ml in 1x PBS 
   
? Mounting medium Vectashield®                         Vector Laboratories 
3.1.5 Chromosomale Analysen 









      75%   Methanol                Roth 
  25%   Essigsäure Rotipuran® 100%, p.a.          Roth                       
 
? Hypotone KCl‐Lösung:                                                                                         

















3 M NaCl                  Roth                                      




NaOH                    Roth 
Stock‐Konzentration: 10M  
Arbeitskonzentration: 0,07M  

















  2 M HCl (v/v) (1:5 verdünnte 10 M HCl in PBS)       
             0,2% (v/v) TritonX‐100 
in PBS 





  1% (w/v) BSA                  Applichem




PI (Propidium‐Iodid)                Roth 
Stock‐Konzentration: 1 mg/ml in PBS 
Arbeitskonzentration: 0,1mg/ml  









? S‐MEM Medium                                          Sigma‐Aldrich 
3.1.8 Verbrauchsmaterialien 
• Deckgläser für die Neubauerkammer, rechteckig        Roth 
• Deckgläser (20x20), (20x50), (20x60)          Roth 
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• Kryoröhrchen, 2ml                Sarstedt 
• Objektträger, unbeschichtet              Roth 
• Objektträger, poly‐L‐Lysin‐beschichtet          Menzel 
• Pasteurpipetten, Glas                          Roth 
• Pasteurpipetten, Kunststoff               Roth 
• Pipettenspitzen                Sarstedt 
• Reaktionsgefäße, 1,5ml, 2ml           Eppendorf, Roth 
• Tücher, KimWipes                Neolab 
• Vinylhandschuhe 








• Zellkulturschalen, 35X10mm; 65x15mm          VWR 
• Zentrifugenröhrchen (Falcon) 15ml, 50ml          Biochrom 
3.1.9 Geräteliste     
• Durchflusszytometer    FC500                        Becton Dickinson 
• Einfrierbox      MrFreeze                   Nalgene 
• Fluoreszenzmikroskop  Axioplan 2        Zeiss      
        Axiovert 200M 
        ReloSys 
• Inversmikroskop    Durchlicht, Zellkultur,     Nikon    
        Eclipse TS100     
• Heizplatte      Präzitherm        W. Krannich  
                     GmbH + Co. KG 
• Kühl‐ und Gefrierschränke  ‐20°C          Liebherr 
‐80°C          Thermo Scintific 
• Laborwaage      TE1502S        Sartorius                 
TE153S‐DS        Mechatronics       
• Magnetrührplatte    Varimag®                H+P Labortechnik 
  MRH‐Standard              Heidolph  Instuments
                    GmbH & CoKG 
• Mikroliterpipetten              Gilson, Eppendorf 
• Multikanalpipette              Dunn 
• Neubauer‐Zählkammer als Zytometer      Marienfeld GmBH & CoKG 
• pH‐Meter (pMX2000)            WTW 
• Pipettierhilfe Pipetboy            Integra 
• Reinstwasseranlage    Astacus BI μS MT      MembraPure GmbH 
• Röntgenröhre     MCN 165/796704      Philips                 
        Isovolt Titan E        GE 
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• Standzentrifuge    J2‐21M        BD                       
        (mit Elutriations‐Rotor JE‐6) 
• Sterilwerkbänke    Hera safe        Thermo Scintific 
• Stickstofftank     Locator 8 Plus       Thermolyne 
• Tischzentrifugen    Mini‐Zentrifuge    Neolab Spectrafuge® 
• Vortexer      Genie 2                                 Scientific Industries 
• Wasserbäder      Julabo        Julabo Labortechnik GmbH 
Memmert      Memmert GmbH   
GFL 1083  Gesellschaft für  
  Labortechnik GmbH   
• Zellkulturinkubator    Hera cell 240      Thermo Scintific 
• Zentrifuge (mit Kühlfunktion)        Eppendorf 
3.1.10 Computer‐Software und Online‐Programme 
Adobe acrobat reader            Adobe Inc. 
Axiovision                Zeiss     
Analysis (FACS)               Becton Dickinson   
ImageJ                 National Institutes of 
Health 
Isis                  Metasystems 
Metafer                Metasystems 
Microsoft Office              Microsoft Corporation 
OriginPro 7.5                OriginLab 
WinMDI2.9 (Windows Multiple Document         Scripps Research Institute                            
Interafce for Flow Cytometry)  







dünnt.  Dabei  wurde  eine  routinemäßige  Zellzahlbestimmung  mithilfe  einer  Neubauer‐
Kammer  und  einer  Färbung mit  Trypanblau  durchgeführt.  Trypanblau  ist  ein  anionischer 
Farbstoff, welcher ausschließlich die Membran abgestorbener Zellen passiert und diese dun‐
kelblau anfärbt. Durch diese Methode konnten die lebenden Zellen (Trypanblau‐negativ) von 
den  toten  Zellen  (Trypanblau‐positiv)  unterschieden  und  die  Zelldichte  in  Bezug  auf  die 
Trypanblau‐negativen Zellen  für die nachfolgende Aussaat eingestellt werden. Die verwen‐
deten Zellen, Wildtyp und die Mutanten‐Zelllinien, wachsen mit unterschiedlicher Verdopp‐
lungszeit.  Um  sicherzustellen,  dass  die  Wachstumsbedingungen  noch  das  exponentielle 






Wasserbad  inkubiert. Die  angetaute  Zellsuspension wurde dann  in  ein mit  10ml warmem 
Medium vorbereitetes 15ml‐Röhrchen vorsichtig überführt und bei 250xg und 4°C für 10 min 






einkalkuliert. Die  gesammelten  Zellen wurden  bei  250xg  und  RT  für  10 min  zentrifugiert. 
Nachdem das alte überstehende Medium verworfen wurde, wurden die Zellen  im frischen, 





Das ß‐Mercaptoethanol  als  Zusatz  für das Kulturmedium der DT40‐ B‐  Lymphozyten  stellt 
eine  Besonderheit  dar.  Im  Gegensatz  zu  den  humanen  Zelllinien  sind  die  Hühner  B‐
Lymphozyten nicht in der Lage, das im FCS des Kulturmediums in großen Mengen vorhande‐
ne Cystin in die Aminosäure Cystein umzuwandeln. Das ß‐Mercaptoethanol dient als Reduk‐







werden  kann,  dass  die  Zellen  vom  oxidativen  Stress  geschützt  werden  („scavenger“‐
Funktion) (Bannai, 1992; Ishii et al., 1981).  
3.2.3 Bestrahlung der Zellen mit Röntgenstrahlung 
Alle  Bestrahlungen  von  Zellen wurden  in  Plastikgefäßen  (Schalen  bzw.  Zellkulturflaschen) 
durchgeführt. Es wurde hierbei eine Röntgenröhre mit einer Wolfram‐Anode verwendet,  bei 
der eine Spannung von 90 kV und eine Stromstärke von 19 mA eingestellt wurde. Die Filte‐
rung  erfolgte  durch  eine  1mm  Aluminiumplatte,  auf  der  die  Zellkulturflaschen mit  Zellen 
positioniert  waren.  Der  Abstand  der  Aluminiumplatte  zum  Beryllium‐Austrittsfenster  der 
Röntgenröhre wurde bei 30 cm für die Versuchsanordnungen wie die Foci‐, Chromosomen‐
Analysen  und  für  die  Überlebensexperimente  eingehalten.  Die  Dosisleistung  betrug           
2,05  Gy/min.  Die  Angaben  der  Dosisleistungen  kamen  hauptsächlich  durch  die  Fricke‐























































Zellgröße  sowie die  Intensitäten der einzelnen Signale, DAPI und EdU, um  jede Zelle einer 
bestimmten Zellzyklusphase zu zuordnen. Die DAPI‐Intensität wird mit dem DNA‐Gehalt der 
Zelle  gleichgesetzt,  so  dass  die  Unterscheidung  der  Zellzyklusphasen  primär  nach  DAPI‐
Intensität  (DNA‐Gehalt) erfolgt. Die G2‐Phase Zellen weisen aufgrund des doppelten DNA‐
Gehaltes eine doppelt so hohe DAPI‐Intensität im Vergleich zu den G1‐Phase Zellen auf. Die 





der  γH2AX‐Foci erfolgte  in den Zellen,  indem  ihre Position auf den Objektträgern automa‐
tisch angefahren wurde. 
3.2.4.2 γH2AX‐Foci‐Analyse unter Replikation‐inhibierenden Bedingungen 
Für  die  Inhibition  der  Replikation  wurde  Aphidicolin  verwendet.  Die  aus  Nigrospora 






Signal  aufweisen. Dieser Ansatz  ist  jedoch  für die Analyse  der  S‐Phase  Zellen  ungeeignet. 
Eine geringe Konzentration dagegen (1 µM) schädigt die S‐Phase Zellen nicht und reicht aus, 
um die Replikation  in den DT40‐Zellen  für einige Stunden anzuhalten. So konnten quantifi‐







Brüchen  manifestieren.  Um  die  chromosomalen  Brüche  analysieren  zu  können,  wurden 
Metaphasen angefertigt. Dabei war das Ziel die Untersuchung  in Abhängigkeit von der Zell‐
zyklusphase zu gestalten. Analog zu den Foci‐Analysen wurden die Zellen mit einem weite‐
ren  Thymidin‐Analogon,  BrdU  (5‐Bromo‐2´‐desoxy‐Uridin),  pulsmarkiert. Dieses wird wäh‐
rend der Replikation  in der S‐Phase statt Thymidin  in die DNA eingebaut, so dass die Meta‐
phasen, die aus der S‐Phase stammen, nach der Immunfärbung BrdU‐positiv erscheinen. Mit 





















Lösung  für 8 Min bei 37°C vorbehandelt, um das  restliche Cytoplasma  zu entfernen. Nach 
einem Waschschritt mit PBS wurden die Objektträger mit 4 mg/ml RNase  für 1 h bei 37°C  






mit  mouse‐monoclonal  anti‐BrdU‐FITC  Antikörper  erfolgte  bei  37°C  für  1h.  Nach  den          
3x5 Min‐Waschschritten mit 2xSSC wurden die Metaphase‐Chromosomen sowie die Zellker‐
ne  mit  DAPI  gegengefärbt.  Für  eine  längere  Haltbarkeit  wurden  die  Objektträger  mit 
Mounting medium  Vectashield®  und Deckglas  versehen  und mit Nagellack  versiegelt. Die 
fertigen Präparate wurden mit Metafer‐Software, mit dem Modul MetaSearch, eingescannt. 
Es wurden Bilder  im DAPI‐ und  FITC‐Kanal aufgenommen. Der  FITC‐Kanal entsprach dabei 
der  Intensität  von  BrdU.  Anhand  der  ausgewählten  Erntezeitpunkte  konnten  die  BrdU‐
positiven Metaphasen mit einem gleichmäßigen BrdU‐Signal den Zellen zugeordnet werden, 
die sich zum Zeitpunkt der Pulsmarkierung und der Bestrahlung in der mittleren S‐Phase be‐
funden  haben, während  die  BrdU‐negativen Metaphasen  als Metaphasen  der  in  der G2‐
Phase bestrahlten Zellen definiert wurden  (verändert nach McQueen et al., 1998). Es wur‐


























Kolonien  (Dosis)/Anzahl der  ausgesäten  Zellen  (Dosis) berechnet. Der  SF/ÜF‐Wert  gibt  an, 
wie  viele  Zellen  in  Bezug  auf  die  unbestrahlte  Kontrolle  überlebt  haben                    
(SF/ÜF(Dosis) = PE (Dosis)/PE (0Gy)). Durch die Auftragung der ÜF‐Werte (y‐Achse, logarith‐
misch)  gegen  die  dazugehörigen  Bestrahlungsdosen  (x‐Achse)  in  einem  2‐dimensionalen‐
Koordinatensystem konnten Überlebenskurven generiert werden. 


































Zellen. Durch das  in die Zentrifuge  integrierte Stroboskop  ist es möglich die sedimentierten Zellen  im Sicht‐










































Zellzyklus‐,  γH2AX‐Foci‐  Analyse  und  das  Überlebensexperiment  abgenommen.  Die  restli‐
chen  Zellen wurden  gründlich mit  dem  Zellkulturmedium  gewaschen  und  auf  24x60 mm‐
große  Petrischalen  (je  3x  Petrischalen/Zeitpunkt  für  die  Ansätze,  Zellzyklus‐,  γH2AX‐Foci‐
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Analyse und Überlebensexperiment)  verteilt.  Zu  jedem  Zeitpunkt wurden die Proben  ent‐
sprechend aufgearbeitet. Für die Zellzyklus‐Analyse wurden die Zellen mit BrdU für 20 Min 
pulsmarkiert, gewaschen und mit eiskaltem 70% Ethanol  fixiert und bei  ‐20  °C bis zur Fär‐




































Die Analyse der  Zellen hinsichtlich  ihres  Zellzyklusverhaltens wurde  am  FC500  (Beckmann 
Coulter) durchgeführt. Es handelt sich hierbei um einen Durchflusszytometer mit einem Ar‐
gon‐Laser  mit  einer  Wellenlänge  von  488  nm.  Das  Propidiumiodid,  welches  in  die 





























Mit  Überlebensexperimenten  (colony  forming  assays)  kann  der  Anteil  an  überlebenden 







siologische  Relevanz  der  ionisierenden  Strahlung  auf  die  zu  untersuchenden  Zellen  be‐








































Zelle  c‐NHEJ benutzen  kann und, dass  sie deshalb  im Vergleich  zur  Situation, wenn beide 
Wege fehlen, eine bessere Überlebensfähigkeit aufweist. 
Eine  Besonderheit  in  diesen  Überlebensexperimenten  stellt  die  Ku70‐/‐‐Mutante  dar                   
(Abb. 4.1, dunkel‐gelbe Kurve). Die Zellen dieser Mutante zeigen ein biphasisches Verhalten 
im Überleben, was bereits  in Takata et al., 1998 gezeigt und  in dieser Arbeit  reproduziert 















das  Umschalten  zu  einem weiteren  DSB‐Reparaturweg  erklärt werden,  der  im  Fall  einer 
Ku70‐Defizienz effektiver repariert als im WT. 





















der  Zellen nach dem Auswaschen  von Nocodazol überprüft. Hierfür wurden die  Zellen 20 
Min  vor  jedem  Erntezeitpunkt  mit  BrdU  pulsmarkiert.  Nach  der  Fixierung  und  BrdU/PI‐
Färbung wurde  der  Zellzyklus  der  Proben mit  einer  durchflusszytometrischen Analyse  ge‐
messen. Diese Analyse wurde später als Kontrolle bei jedem Experiment durchgeführt. In der 
Abbildung 4.2, A  sind  repräsentative  Zellzyklusverteilungen  als PI‐Plots dargestellt, welche 
die Progression von WT‐ und Ku70‐/‐‐Zellen im Zellzyklus nach Synchronisation charakterisie‐





7‐stündiger  Nocodazol‐Behandlung  befanden  sich  die meisten  Zellen  am  G2/M‐Übergang 
(Abb.  4.2  A,  0  h;  WT:  obere  Reihe,  Ku70‐/‐  untere  Reihe).  Nach  dem  Auswaschen  des 










































tenden  Arrest  in  der  G2‐Phase  führt.  Da  aber  diese  G2‐Phase  Zellen  nicht  mehr 
progressieren und daher keine Kolonien bilden können,  ist  ihre Anwesenheit  für die Mes‐
sung der Überlebensfähigkeit nicht weiter störend.  
Zu  jedem  Zeitpunkt  nach  Synchronisation wurde  eine  definierte  Anzahl  an  Zellen  für  das 




















Mutante empfindlicher  im Vergleich  zum WT  auf die Bestrahlung mit 2 Gy  reagieren. Die 
Verbesserung der Überlebensfähigkeit  findet  in der Ku70‐/‐‐Mutante erst ab der  späten  S‐
Phase statt. Es konnte jedoch mit dieser Methode keine Population gefunden werden, wel‐
che in der Ku70‐/‐‐Mutante resistenter als im WT ist. Für eine genauere Untersuchung dieses 
















minütige Pulsmarkierung der exponentiellen DT40‐Zellen mit EdU  stellt  sicher, dass die  S‐
Phase von G1‐ und G2‐Phase Zellen unterschieden werden können. Der Zeitpunkt der Puls‐
markierung legt somit die Zellzyklusphase fest, in der die Zellen anschließend bestrahlt wer‐
den.  Nach  der  Bestrahlung  mit  1  Gy  wurden  die  immungefärbten  Zellen  mit  Hilfe  der 
Metafer‐Software nach DAPI‐ und Edu‐Intensitäten eingescannt. Jeder Punkt der in der Abb. 
4.3,  A  gezeigten  Zellzyklusverteilung  entspricht  einer  Zelle mit  einer  definierten  DAPI‐(X‐
Wert) und  EdU‐(Y‐Wert)  Intensität. Dabei  sind die G1‐ bzw. G2‐Phase  Zellen mit  entspre‐
chenden  einfachen  bzw.  doppelten DAPI‐Intensitäten  EdU‐negativ. Die  S‐Phase  Zellen mit 
den  intermediären DAPI‐Intensitäten  haben  dagegen  EdU während  der Replikation  einge‐
baut und sind daher EdU‐positiv. Aufgrund der hohen EdU‐Intensität  in der S‐Phase, erfah‐










B.  Fluoreszenzmikroskopische  Aufnahmen  der  verschiedenen  Zellzyklusphasen  der  in  A  abgebildeten WT‐
Zellen. Die Bilder wurden mit FITC‐, TRITC‐ bzw. DAPI‐Filter bei 1000xfacher Vergrößerung aufgenommen. Der 










des Zellkultursystem  ist und die Dauer der G1‐  sowie der G2‐Phase  relativ kurz  ist. Dieses 
wird  insbesondere an der Abnahme der Anteile der EdU‐negativen G2‐Phase Zellen  im Ver‐
lauf der Zeit festgemacht (Abb. 4.4, grünes Kästchen). Die G1‐Phase Zellen progressieren  in 







































zyklusverteilungen  wurden  die  Zellen  der  G1‐  und  G2‐Phasen  ausgewählt.  Anschließend 




schen  10  und  11  γH2AX‐Foci  induziert.  Die  G1‐Phase  Zellen  des WT  reparieren  diese  in            
4 h bis auf 1 Focus (Abb. 4.5, schwarze Balken). Zum gleichen Zeitpunkt weisen die Repara‐
turmutanten, bei denen die c‐NHEJ‐Komponente Ku70 deletiert  ist, einen ausgeprägten Re‐
paraturdefekt  auf,  der  sich  bei  der  Ku70‐/‐‐Einzelmutante  durch  ca.  9  und  bei  der  Ku70‐/‐








Der Übertritt  der  Zellen  aus  der G2‐  in  die G1‐Phase wurde  im  EdU‐Ansatz, Abb.  4.4  be‐
schrieben.  Obwohl  die  Rad54‐/‐‐Mutante  einen  G2/M‐Checkpoint  besitzt,  scheint  dieser 
insensitiv zu sein. Einige G2‐Phase Zellen teilen sich vermutlich ungehindert und nehmen die 
DSBs über die Mitose  in die G1‐Phase mit, was sich  in einer  leichten Erhöhung der γH2AX‐
Foci  niederschlägt.  In  der  Tat  zeigt  das  Experiment mit Nocodazol‐behandelten G1‐Phase 
Zellen, dass die Reparatur der Rad54‐/‐‐Mutante, solange die G2‐Phase Zellen  in der Mitose 
zurückgehalten wurden, wie erwartet, dem Reparaturverhalten des WT gleicht (Abb. 4.5, B). 
Vergleicht  man  die  4  h‐Ergebnisse  miteinander,  so  wird  deutlich,  dass  die  Anteile  der 
unreparierten DSBs der jeweiligen Zelllinie im EdU‐Ansatz ohne Nocodazol höher liegen, als 






Abb. 4.5: Ergebnisse der γH2AX‐Foci‐Analyse der in der G1‐Phase bestrahlten Zellen
Die Zellen wurden mit EdU pulsmarkiert. Nach der Pulsmarkierung wurden sie mit/ohne Nocodazol behandelt 















den  Säugetierzellen  wurde  beschrieben,  dass  dort  c‐NHEJ  und  HR  gebraucht  werden 
(Rothkamm et al., 2003). Für die DT40‐Zellen  ist bekannt, dass der Prozess der homologen 
Rekombination  mit  höherer  Frequenz  abläuft  als  in  den  Säugetierzellen  (Sonoda  et  al., 












NHEJ‐Mutante  ca.  69%  aus.  Dagegen  ist  der  Anteil  der  unreparierten  DSBs  in  der  HR‐
















































Charakteristikum besitzen die  frühen S‐Phase Zellen eine Aussparung  im EdU‐Signal, die  in 
den anderen  S‐Phase Untergruppen nicht mehr  zu detektieren  ist. Der DNA‐Gehalt dieser 
Zellen liegt zwischen dem der G1‐ und der mittleren S‐Phase Zellen (Abb. 4.7, A, B; oranges 
Kästchen). 











Verteilung wurde mithilfe Metafer‐Software  erzeugt.  In  der Verteilung  sind Bereiche mit mittleren  S‐Phase 
Zellen  (rotes Kästchen), die Zellen der  frühen S‐Phase  (violettes Kästchen) sowie der späten S‐Phase  (grünes 
Kästchen) markiert. B. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der drei verschieden S‐Phase Subpopulationen 







len  ist  ca.  doppelt  so  groß,  als  bei  frühen  S‐Phase  Zellen. Die  späten  S‐Phase  Zellen  sind 





























zifischen Untergruppe  innerhalb  der  S‐Phase  nach  IR  induziert  und  in  den  nachfolgenden 
Zellzyklusphasen repariert wurden. Da nur eine marginale Verzögerung in der Zellprogressi‐
on  durch  die  S‐Phase  nach  Bestrahlung  detektiert wurde, wurde  angenommen,  dass  der 
intra‐S Checkpoint hier keine besondere Rolle spielt, so dass gleiche Populationen sowohl bei 
unbestrahlten als auch bestrahlten Proben analysiert werden konnten.  
4.5.1 Einfluss der Replikation  auf die Ausbildung der  γH2AX‐Foci  in unbestrahlten und 
mit 1 Gy bestrahlten Zellen in der S‐Phase 











bel  in einen SSB hinein, kann hierdurch ein neuer, sekundärer DSB entstehen. So  findet  in 
einer replikationsaktiven Zelle eine Zunahme von DSBs  infolge der Replikation und der Pro‐






ren und  späten S‐Phase waren und  zu  späteren Zeitpunkten  in den nachfolgenden Unter‐
gruppen  innerhalb der S‐Phase anhand der  charakteristischen EdU‐Muster detektiert wur‐
































der  Aktivität  der  Replikation  verbunden.  Die  Zellen,  die  zum  Zeitpunkt  der  EdU‐
Pulsmarkierung  in der  frühen S‐Phase waren und dann durch die S‐Phase verfolgt wurden, 
bekamen über eine 4 h lang andauernde Zunahme an sekundären DSBs. Die Zellen, die zum 
Zeitpunkt  der  EdU‐Pulsmarkierung  in  der mittleren  S‐Phase waren  und  durch  die  S‐Phase 
verfolgt wurden, erlangten  sekundäre DSBs über eine  kurze Dauer.  In den Zellen die  zum 
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Zeitpunkt der EdU‐Pulsmarkierung  in der  späten S‐Phase waren, kamen keine  zusätzlichen 
DSBs hinzu, weil in diesen Zellen die Replikation nahezu abgeschlossen war.  
Analog verhalten sich die spontanen und nach IR induzierten DSBs in den unterschiedlichen 





Abhängigkeit  von  der  Position  in  der  S‐Phase  zum  Zeitpunkt  der Bestrahlung  analysieren. 
Nachdem das endogene und strahleninduzierte DSB‐Niveau im Verlauf durch die S‐Phase in 



































gefärbten  Präparate wurden mit Metafer‐Software  eingescannt. Die  Auswahl  der  entsprechenden  S‐Phase 
Zellen erfolgte anhand der spezifischen EdU‐Muster. A. Aufgetragen ist die Anzahl der in der S‐Phase spontan 











B;  untere  Teilabbildung;  gelbe  Balken).  In  der  Rad54‐/‐‐  und  der  Ku70‐/‐/Rad54‐/‐‐Mutante 
zeigte sich zunächst eine Zunahme der DSBs zwischen 0,25 und 1 h, die beim WT und der 
Ku70‐/‐‐Mutante fehlte (Abb. 4.10, B; untere Teilabbildung; blaue und grüne Balken). Schließ‐




Kinetik der Zellen, die  in der  frühen bzw.  in der mittleren S‐Phase bestrahlt wurden,  setzt 









pelmutante  zeigte  sich  im  Zeitintervall  zwischen  2  und  6  h  eine  sukzessive  Erhöhung  der 


























Der  in  der  S‐Phase  stattfindende  Prozess  der  Replikation  führt  zu  einer  Verdopplung  der 
DNA. Die DSBs, die spontan aus SSBs bzw. durch Strahlung entstehen, müssen parallel zur 
Replikation  repariert werden,  um  die  chromosomale  Stabilität  der  Zelle  zu  gewährleisten 
























Zellen  unterschieden werden. Nach  der  Pulsmarkierung wurden  die  Zellen mit DMSO  als 







mit  DMSO  als  Negativkontrolle  sowie  mit  1  µM  Aphidicolin  dauerbehandelt  und  mit  1Gy  bestrahlt  oder 
unbestrahlt belassen. Nach der Fixierung zu den angegeben Zeitpunkten wurden die Zellen gegen BrdU sowie 
mit  PI  gefärbt  und mit  dem  Durchflusszytometer  gemessen.  Dargestellt  sind  die  Zellzyklusverteilungen  der 
behandelten oder unbehandelten sowie bestrahlten und unbestrahlten Proben. Eingezeichnet sind die gates, 






ran  kann  dann  abgelesen  werden,  ob  die  DNA‐Replikation  und  die  Zunahme  des  DNA‐
Gehaltes inhibiert werden. Des Weiteren sollte beobachtet werden, ob die Entstehung neuer 
BrdU‐positiver  S‐Phase  Zellen  ebenfalls unterdrückt wird. Das  ist  ein  Indiz dafür,  dass die 






















Min  pulsmarkiert wurden,  keinen  EdU‐Einbau mehr.  Für  die Negativkontrolle wurden  die 
Zellen mit Aphidicolin aber ohne EdU‐Pulsmarkierung behandelt. Sie zeigten erwartungsge‐
mäß  keinen  durch  EdU‐substituierten  Anteil  an  S‐Phase  Zellen.  Die  Inhibition  des  EdU‐
Einbaus mit  1 µM Aphidicolin bekräftigt  somit  ebenfalls die Replikation‐inhibierende Wir‐
kung  von  Aphidicolin.  Eine  weitere  Beobachtung  war,  dass  eine  durch  Aphidicolin‐




























vorzurufen.  Nun  sollte  die  DSB‐Reparatur  anhand  der  γH2AX‐Foci  unter  replikations‐





































































schließend  wurden  die  Zellen  mit  1  Gy  bestrahlt.  Zu  jedem  Zeitpunkt  wurde  eine 
unbestrahlte Kontrolle mitgeführt. Die ermittelten Kontrollwerte  in den unbestrahlten Pro‐
ben  wurden  von  den  Werten  der  bestrahlten  Proben  abgezogen.  Die  entsprechenden 
Reparaturkinetiken sind in der Abb. 4.14 dargestellt. 
Verglichen mit  der  in  der  Abb.  4.10  dargestellten  Ergebnissen  der  unbehandelten  Zellen, 
wurde keine signifikante Abweichung  in der  Induktion  in allen untersuchten S‐Phase Zellen 
gemessen  (Abb. 4.14, 0,25 h). Eine Reparaturphase konnte  in allen untersuchten Zelllinien 
































In  frühen  S‐Phase  Zellen  der  Rad54‐/‐‐Mutante  und  der  Doppelmutante,  die  ohne 
Aphidicolin‐Behandlung  bestrahlt  wurden,  fand  ohne  Aphidicolin  eine  Akkumulation  der 
DSBs statt. Nach der Aphidicolin‐Behandlung und der Bestrahlung wurde eine verminderte 
Anzahl  an  unreparierten  DSBs  detektiert.  In  der  Rad54‐/‐‐Mutante  betrug  der  Anteil  der 




















In  den  bisherigen Untersuchungen wurde  das  Zellzyklusphasen‐abhängige  Zusammenspiel 





einer weiteren Methode  auf  der  chromosomalen  Ebene  überprüft werden.  Es wurde  ein 
analoger experimenteller Ansatz  zu der EdU‐basierten  γH2AX‐Foci‐Methode etabliert, wel‐




















den großen bis mittleren Chromosomen  lokalisiert war. Die Zellen, die  sich  zum Zeitpunkt 
der BrdU‐Pulsmarkierung in der mittleren S‐Phase befanden, hatten ein breites und flächiges 
BrdU‐Signal, welches sowohl Mikro‐ als auch Makrochromosomen bedeckte (Abb. 4.15).  
Alle  anderen  Zellzyklusphasen  konnten  durch  die  Festlegung  der  Erntezeitpunkte  aus  der 
Analyse ausgeschlossen werden. 
Der Chromosomensatz der DT40 Zellen besteht aus insgesamt 80 Chromosomen, 11 Makro‐
















































als  auch  Rad54  für  die  Reparatur  von  Bedeutung  sind.  Somit  wurden  die  γH2AX‐Foci‐
Analysen mit den chromosomalen Studien im Wesentlichen bestätigt.  


































µm.  Um  den  Ablauf  der  Elutriation  zu  kontrollieren,  wurden  auch  andere  Populationen 
elutriiert. Diese wurden  jedoch  für weitere Versuche nicht verwendet.  In der Abb. 4.17  ist 
das Ergebnis einer repräsentativen Elutriation mit WT und mit der Ku70‐/‐‐Mutante als Abfol‐
















Zellzyklusverteilungen  zu  verschiedenen  Zeitpunkten  nach  der  Elutriation  mittels 
Durchflusszytometer bestimmt. Es zeigte sich ein asynchrones Verhalten der Zellen, was da‐
















Ku70‐/‐.‐Mutante  (untere Reihe). Die Zellen wurden  in der  späten S/G2‐Phase mithilfe der Elutriation angerei‐
chert (Material und Methoden). Die Fraktionen der späten S/G2‐Zellen wurden mit 25 ng/ml Nocodazol für 2 h 
am G2/M‐Übergang arretiert. Nach Auswaschen von Nocodazol wurden die Zellen in den Zellzyklus entlassen. 20 
Min  vor Ablauf der  angegebenen  Zeit wurden die  Zellen mit BrdU pulsmarkiert. Nach der  Fixierung und der 




























































dazugehörigen unbestrahlten Proben  im WT bewegten sich  im Bereich von 1,8±0,3 bis 7,1±1,7  (4 h) und 3,5 
±1,4 bis 5,5±1,8  (24 h). Bei der Ku70‐/‐‐Mutante bewegten  sich die Kontrollwerte  im Bereich von 4,8±1,6 bis 






sen, G1 und  frühe  S‐Phase die Reparaturkinetik mit der Überlebensfähigkeit  korreliert.  In 
diesen Zellzyklusphasen hat ein Reparaturdefekt der Ku70‐/‐‐Mutante eine schlechte Überle‐
bensfähigkeit zur Folge. Für die Zellzyklusphasen der mittleren S und späten S/G2‐Phase  ist 
eine  Antikorrelation  zu  erkennen. Die  Zellen  der  Ku70‐/‐‐Mutante,  die  in  der mittleren  S‐
Phase bestrahlt wurden,  zeigten eine  schlechtere Überlebensfähigkeit als der WT, obwohl 
sie bis zu 24 h nach Bestrahlung ein im Vergleich zum WT besseres Reparaturverhalten auf‐
wiesen.  Dagegen  zeigten  die  Ku70‐/‐‐Zellen, welche  direkt  nach  Elutriation  in  der  späten 









Aus den Ergebnissen  im  Säugerzellsystem  ist bekannt, dass das Protein Artemis eine  sehr 
wichtige Rolle in der Strahlenantwort hat. Die Zellen, die Mutationen im artemis‐Gen tragen 




die Rolle  von Artemis während  der HR  (Beucher  et  al.,  2009).  Im DT40‐Zellsystem  ist  die 
Funktion von Artemis wenig untersucht. Es gibt Hinweise, dass die Artemis‐defizienten Zel‐
len eine moderate Strahlenempfindlichkeit aufweisen (Iwabuchi et al., 2006). Des Weiteren 
wurde  eine  Dreifach‐Mutante  SNM1  beschrieben,  bei  der  die  Komponenten  A,  B  und  C 
deletiert wurden.  Die  Komponenten  A  und  B  sind  vor  allem  bei  der  ICL‐Reparatur  (inter 
strand cross link repair) beteiligt, während die Komponente C (auch Artemis genannt) in die 
Reparatur strahleninduzierter Schäden  involviert  ist  (Ishiai et al., 2004). Diese Erkenntnisse 
sollten  nun  in  dieser Arbeit  zunächst  im Überlebensexperiment  überprüft  und  später mit 
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Reparaturstudien  verglichen  werden.  Hierfür  wurden  exponentiell  wachsende  Zellen  des 










Asynchron  wachsende  Zellen  des  WT,  der  Art‐/‐‐,  SNM1A/B/C‐/‐/‐‐,  Ku70‐/‐/Art‐/‐‐  sowie  der  Rad54‐/‐/Art‐/‐‐
Mutanten wurden  in einer definierten Anzahl  im Agarose‐haltigen Kulturmedium ausgesät und mit 2, 3, 4, 6 




Um  die  Funktion  von  Artemis  noch  genauer  zu  beschreiben  und  in  den  Kontext mit  den               
c‐NHEJ‐  und HR‐Reparaturwegen  einzubeziehen, wurden  die Überlebenskurven  der  expo‐
nentiell wachsenden  Zelllinien  von Ku70‐/‐ und Rad54‐/‐  in den Graphen Abb.  4.20  zusam‐
mengetragen.  Die  Überlebenskurve  der  Rad54‐/‐/Art‐/‐  (Abb.  4.20,  orange  Kurve)  verläuft 
deutlich oberhalb der Überlebenskurve von Rad54‐/‐‐Zellen  (Abb.4.20, blaue Kurve). Dieser 




braune  Kurve).  Das  biphasische  Verhalten  der  Ku70‐/‐‐Einzelmutante  (Abb.  4.20,  dunkel‐
gelbe Kurve) konnte in dieser Doppelmutante nicht mehr detektiert werden. Zusammenfas‐
send  bewirkt  das  Fehlen  von  Artemis  eine  deutliche  Verbesserung  im  Überleben,  wenn 
Rad54  fehlt.  Es  wurde  nur  eine  partielle  Verbesserung  der  Überlebensfähigkeit  in  der           









4.8.3 Analyse  der  DSB‐Reparatur  in  der  G1‐  und  der  G2‐Phase  bestrahlten  Artemis‐
Mutanten 
In der Abb. 4.21 ist die EdU‐basierte Analyse der in der G1‐Phase bestrahlten Zellen der Ar‐





riert  (Abb.  4.21,  schwarze  Balken).  Die  Artemis‐Einzelmutante weist  zu  diesem  Zeitpunkt 
immer  noch  49%  der  unreparierten  DSBs  auf  (Abb.  4.21,  violette  Balken).  Die  Dreifach‐
mutante, SNM1A/B/C‐/‐/‐, hat einen mit der Art‐/‐‐Mutante vergleichbaren Wert an residualen 
Schäden,  der  bei  ca.  45%  liegt  (Abb.4.21,  rote  Balken).  Die  Artemis‐Doppelmutanten             
Ku70‐/‐/Art‐/‐  sowie  Rad54‐/‐/Art‐/‐  weisen  39‐40%  der  induzierten  DSBs  auf,  die  noch 
unrepariert verblieben sind (Abb. 4.21, braune und orange Balken). Dies ist der erste Hinweis 

















Mittelwerte  der  mind.  3  durchgeführten  Experimente  beim  WT  und  bei  der  Art‐/‐‐Mutante.  Bei  den 
SNM1A/B/C‐/‐/‐, Ku70‐/‐/Art‐/‐, Ku70‐/‐, Rad54‐/‐ sowie Rad54‐/‐/Art‐/‐  ist  jeweils nur ein Experiment gezeigt. Die 
Fehlerindikatoren sind die Standardfehler zwischen den Mittelwerten. Die über die Zeit gemittelten Kontroll‐




Um den Beitrag  von Artemis  zur DSB‐Reparatur nach Bestrahlung  in der G2‐Phase  zu be‐



















bzw.  unbestrahlt  belassen.  Zu  den  angegebenen  Zeitpunkten wurden  bestrahlte  und  unbestrahlte  Proben 
fixiert und  gegen  γH2AX/EdU  sowie mit DAPI  gefärbt. Die Präparate wurden  eingescannt, und die Analyse 
erfolgte  in den EdU‐negativen G2‐Phase Zellen. Aufgetragen  ist die Anzahl der  induzierten γH2AX‐Foci gegen 
die  Zeit nach Bestrahlung. Die Balken  sind Mittelwerte der mind. 3 durchgeführten  Experimente beim WT 
sowie  bei  der Art‐/‐‐,  SNM1A/B/C‐/‐/‐‐,  c‐NHEJ‐  und HR‐Mutante.  Bei  den  Ku70‐/‐/Art‐/‐  und  Rad54‐/‐/Art‐/‐  ist 
jeweils nur ein Experiment gezeigt. Die Fehlerindikatoren sind die Standardfehler zwischen den Mittelwerten. 
Die über die  Zeit  gemittelten  Kontrollwerte betragen  im WT:  3±0,5;  in der Art‐/‐  ‐Mutante: 3,1±0,2;  in der 
SNM1A/B/C‐/‐/‐‐Mutante: 5,5±0,7;  in der Ku70‐/‐‐Mutante: 6,3±2,2;  in der Ku70‐/‐/Art‐/‐: 4±0,4  in der Rad54‐/‐‐
Mutante: 6,5±1,9; in der Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutante: 3,6±0,3.  
 
4.8.4 Analyse  der DSB‐Reparatur  in  den Artemis‐Mutanten  nach  Bestrahlung  in  der  S‐
Phase 
Um den Beitrag von Artemis  in der S‐Phase zu bestimmen, wurden analog zu den vorange‐














So  verlaufen  γH2AX‐Kinetiken  der  in  der  frühen  S‐Phase  bestrahlten  Zellen  der             
SNM1A/B/C‐/‐/‐‐  und  Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutanten  in  vier  Phasen  (Abb.  4.23,  B;  obere  Teilabbil‐
dung, rote und braune Balken). In der ersten Phase zwischen 0,25 und 1 h steigt die Anzahl 
der Foci an. Die zweite Phase  liegt zwischen 1 und 2 h. Dort  findet der Abfall statt.  In der 
dritten Phase, zwischen 2 und 4 h steigt die Anzahl der DSBs wieder an. Schließlich kommt es 
zu einer Verringerung der Foci‐Zahl  zwischen 4 und 6 h.  In den  in der  frühen S‐Phase be‐
strahlten Zellen der Art‐/‐‐ und Rad54‐/‐/Art‐/‐  ‐Mutanten findet die Reparatur bereits ab der 
ersten Phase (0,25‐1 h) statt. Auch im Vergleich zum WT kommen im Verlauf der Kinetik die‐
ser Mutanten  keine  zusätzlichen  γH2AX‐Foci hinzu  (Abb.  4.23; B, obere  Teilabbildung,  lila 






Die  γH2AX‐Kinetiken  der  in  der mittleren  S‐Phase  bestrahlten  Zellen  verlaufen  in  einem 
biphasischen Verhalten. Die Ausbildungsphase der  induzierten γH2AX‐Foci  ist hier zwischen 
0,25 und 1 h deutlich anzutreffen und  findet  in allen Zelllinien statt  (Abb. 4.23, B; mittlere 











Abb. 4.23: Analyse der DSB‐Reparatur  in S bestrahlten WT‐ und Artemis‐defizienten Zelllinien  zusammen 
mit der c‐NHEJ‐ und der HR‐Mutante 
Die exponentiell wachsenden Zellen wurden mit EdU pulsmarkiert. Anschließend wurden die Zellen bestrahlt 












höhten  Foci‐Zahlen  in den  SNM1A/B/C‐/‐/‐‐ und Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutanten nach 1 h, die dann 
nur bei SNM1A/B/C‐/‐/‐‐Zellen nach 2 h sich an das Niveau des WTs angleichen und nach 4 h 
wieder eine Erhöhung zeigen. Die Artemis‐Abhängigkeit kann erst nach 4 h detektiert wer‐
den.  In den Zellen der Ku70‐/‐/Art‐/‐‐ bzw. Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutanten  findet die Reparatur  im 
Vergleich zum WT schneller statt (Abb. 4.23, B; untere Teilabbildung). 
Für die Einordnung von Artemis während der S‐Phase  in die bereits untersuchten Repara‐






der Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutante  sinkt  auf das  Foci‐Niveau des WT  ab und diejenige der Rad54‐/‐
/Art‐/‐‐Mutanten sogar unterhalb dieses Niveaus. In der mittleren S‐Phase bestrahlten Zellen 
hat die Abwesenheit von Artemis im Ku70‐defizienten Hintergrund keinen weiteren Einfluss 
auf die Reparaturkinetik, dagegen  geht der Reparaturdefekt der Rad54‐Mutante  stark  zu‐
rück, wenn Artemis deletiert wird. Auch  in der späten S‐Phase bestrahlten Zellen hebt die 
Abwesenheit  von  Artemis  die  Reparaturdefekte  der  Rad54‐/‐‐  und  Ku70‐/‐‐Einzelmutanten 
auf.  
Als vorläufige Zusammenfassung für die Funktion des Proteins Artemis allein und kombiniert 




G2‐Phase  bestrahlten  Zellen  wird  Artemis  wieder  gebraucht.  Die  SNM1  A‐  und  B‐








Für  die  chromosomalen  Studien  der  Artemis‐Mutanten wurde  ein  BrdU‐basierter  Ansatz 
genutzt (Kap. 4.6). Die mit Colcemid gesammelten Metaphasen der Zellen, die in der mittle‐
ren  S‐Phase  bestrahlt wurden,  konnten  so  von  den Metaphasen  der  in  der G2‐Phase  be‐
strahlten Zellen unterschieden werden. Die Anzahl der spontanen und mit 1 Gy  induzierten 

















Die  Anzahl  der  induzierten  Chromosomenbrüche  in  den  BrdU‐positiven Metaphasen  der 
Artemis‐Einzelmutante  liegt niedriger als  im WT. Eine ähnliche Beobachtung wurde  für die 
BrdU‐positiven  Metaphasen  der  SNM1A/B/C‐/‐/‐‐,  Ku70‐/‐/Art‐/‐‐  sowie  Rad54‐/‐/Art‐/‐‐
Mutanten gemacht (Abb. 4.24, BrdU‐pos.).   
Die Anzahl der  induzierten Brüche  in den BrdU‐negativen Metaphasen des WT  zeigten ca. 
0,3 Brüche. In der Artemis‐Mutante dagegen wurde eine ca. 4‐fache, in der SNM1A/B/C‐/‐/‐‐
Mutante  ca.  6‐fache  Erhöhung  induzierter  Chromosomenbrüche  detektiert.  In  der                       
Ku70‐/‐/Art‐/‐‐Mutante wurde eine mit WT vergleichbare Anzahl an  induzierten Brüchen ge‐
zählt, wohingegen in Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutante eine signifikante Erhöhung der Bruchzahl detek‐
tiert  werden  konnte  (Abb.  4.24,  BrdU‐neg.).  Die  Aufhebung  der  Reparaturdefekte  der            

































Das  beobachtete  biphasische  Verhalten  der  Ku70‐/‐‐Mutante  kann  damit  erklärt  werden, 
dass es sich um zwei Subpopulationen handelt, die zu diesem differentiellen Überleben bei‐




























studien wiedergefunden werden.  Ein weiterer  Fokus wurde  auf  die Herstellung  eines  Zu‐




DSB‐Reparatur  in  Abhängigkeit  von  der  Zellzyklusphase  untersucht  haben.  Die  bisherigen 
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Studien  zu  Reparaturmessungen, wurden  ohne  die  Berücksichtigung  der  Zellzyklusphasen 
durchgeführt (Sonoda et al., 1998).  In dieser Arbeit wurden deshalb Methoden der γH2AX‐




nehmen. Dieses wurde  für  die  γH2AX‐  sowie  chromosomalen  Analysen  anhand  der  EdU‐ 
bzw. BrdU‐Pulsmarkierung und der Auswahl der geeigneten Erntezeitpunkte nach IR durch‐
geführt. 
Die  γH2AX‐Foci‐Methode hat sich  in den  letzten  Jahren  für die strahlenbiologischen Frage‐
stellungen  bewährt  und  ist  zu  einem  Standardverfahren  geworden  (Löbrich  et  al.,  2010). 




























Zellsystems  und  derjenigen  der  humanen  Fibroblasten  liegt  demnach  bei  etwa  1/3  und 
kommt der Diskrepanz zwischen den Genomgrößen relativ nahe.  
In dieser Arbeit wurde anhand der Reparaturkinetiken der  in der G1‐Phase bestrahlten Zel‐
len gezeigt, dass  sich der  c‐NHEJ‐Reparaturdefekt  in den Ku70‐/‐‐ und der Ku70‐/‐/Rad54‐/‐‐
Mutanten bereits  in der ersten Stunde entwickelte und bis 4 h nach Bestrahlung bestehen 
blieb (Abb. 4.5, A). Die Rad54‐/‐‐Mutante zeigte dagegen eine mit WT vergleichbare Repara‐




rere  Stunden  persistierte.  Dagegen  zeigten  die  Zellen,  die  HR‐Defizienz  aufweisen,  keine 
Verminderung  in der Reparatur nach Bestrahlung  in der G1‐Phase  (Iliakis 1991; Beucher et 
al., 2009).  






Zellen mit der  intakten  c‐NHEJ‐Aktivität nur einen  geringen Beitrag  leisten  (Sallmyr  et al., 
2008),  jedoch  bei  c‐NHEJ‐Abwesenheit  vermehrt  aktiviert  werden  (Nussenzweig  & 
Nussenzweig, 2007).  
Als Bestätigung zu den Studien im Säugetiersystem, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, 










vorliegenden Arbeit  konnten deutliche Reparaturdefekte  in  allen untersuchten Reparatur‐
mutanten detektiert werden. Die verminderte Reparatur entwickelte sich bereits ab der 1 h 
























quenzen  an HR,  im  Vergleich  zu  Säugetierzellen,  aufweisen  (Buerstedde &  Takeda  et  al., 
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Die  HR‐Mutante  zeigte  in  diesem  Ansatz  einen  höheren  Reparaturdefekt  als  die  c‐NHEJ‐
Mutante. Eine mögliche Erklärung  liegt  in der Aktivierung des G2/M‐Checkpoints. Die  Inku‐
bation der Zellen mit Colcemid  führt dazu, dass die Zellen  in der Mitose arretieren und als 







somit  davon  abhängen, wie  die  Zellen  den G2/M‐Checkpoint  überwinden.  Das  bedeutet, 
dass die Zellen, die mehr unreparierte DSBs aufweisen und den entsprechenden Schwellen‐
wert noch nicht erreicht haben,  im Zellzyklus zurückgehalten werden. Die Zellen,  in denen 





Zellen  am  G2/M‐Übergang  zurückgehalten  werden  oder  ungehindert  in  die  Mitose 
progressieren. So könnte die Ku70‐/‐‐Mutante einen effizienteren G2/M‐Checkpoint besitzen 





















grund der Replikation  in  einer  für Reparaturproteine  zugänglichen  Form  vor. Dieses  führt 
dazu, dass die S‐Phase als Zellzyklusphase beschrieben wird, in der sich die Strahlenresistenz 
entwickelt  (Quitet et al., 1991; Tell et al., 1998). Um zu überprüfen, ob die  in der S‐Phase 








ren  S‐Phase  Zellen über den  gesamten  Zellkern  (Abb. 4.7). Dieses  ist mit der Begründung 
konsistent,  dass  die mittlere  S‐Phase  als  Phase mit  der  höchsten Replikationsaktivität  be‐








folglich eine Aufteilung der gesamten DNA  in unreplizierte bzw.  in  replizierte Bereiche  zu. 
Eine  frühe  S‐Phase  Zelle  besitzt mehr  unreplizierte  als  replizierte  Bereiche, während  eine 
mittlere S‐Phase Zelle mehr replizierte DNA‐Bereiche aufweist. In einer späten S‐Phase Zelle 
liegt die DNA nahezu  vollständig  verdoppelt  vor. Nur einige wenige DNA‐Bereiche  sind  in 
unreplizierten Regionen lokalisiert.  
Dadurch dass EdU während der Pulsmarkierung nicht in alle DNA‐Bereiche eingebaut wurde, 
resultieren  die  für  die  frühen, mittleren  und  späten  S‐Phase  Zellen  charakterische  EdU‐












gen  in der S‐Phase wurde  festgestellt, dass der Verlauf der  γH2AX‐Kinetiken  sich aus  zwei 
















lich  an  der Replikationsgabel  statt, wenn  die  Replikationsgabeln  in  die  SSBs  hineinlaufen. 
Nach  dem  so  genannten  replication  fork  runoff,  bei  dem  ein Arm  einer Replikationsgabel 
infolge  der Abdissoziation  der DNA‐Polymerasen  von  der DNA  abfällt,  bildet  sich  ein  ein‐
























den Analysen  zwischen WT  und  Reparaturmutanten  beobachtet werden,  dass  die Vorbe‐
handlung  mit  Aphidicolin  in  der  frühen  sowie  in  der  mittleren  S‐Phase,  sowohl  in  den 
unbestrahlten  als  auch  nach  Bestrahlung  analysierten  Zellen  die  Ausbildungsphase  unter‐
drückte (Abb. 4.14; A und B,  jew. obere und mittlere Teilabb.). Auch  in der späten S‐Phase 
wurde  zum  Teil  eine  geringere  DSB‐Anzahl  gemessen  (Abb.  4.14;  A  und  B,  jew.  untere 
Teilabb.). Die  inhibierende Wirkung von Aphidicolin auf die Entstehung sekundärer DSBs  ist 
aus Studien mit Hamster‐Zelllinien und humaner Tumorzelllinie, U2OS, bekannt (Groth et al., 
2012).  Diese  Studie  zeigte,  dass  HR‐defiziente  Hamster‐Zelllinien  von  der  Aphidicolin‐
Behandlung profitieren und eine höhere Überlebensrate aufweisen, als HR‐defiziente Zellen 
ohne Aphidicolin‐Behandlung. Dagegen trat der Anstieg der Überlebensrate  in der entspre‐
chenden WT‐Zelllinie  nach Aphidicolin‐Behandlung  nur  geringfügig  auf. Daraus wurde  ge‐
schlossen, dass toxische Strahlenwirkung auf die HR‐Mutante durch die Entstehung sekundä‐
rer DSBs zustande kommt und sich  in einer schlechten Überlebensfähigkeit äußert. Anhand 
























DNA‐Replikation  einige  DSBs  verdoppelt  haben.  Da  die  zusätzliche  DSB‐Zunahme  nur  für 
















werden.  So wurde  erwartet, dass die  c‐NHEJ‐Mutante  einen höheren Reparaturdefekt  als 
eine HR‐Mutante aufweist. Der vergleichbare Reparaturdefekt der Einzelmutanten kann mit 






in  diesen  Zellen  wurde  mit  der  Vorbehandlung  der  Zellen  mit  moderater  Aphidicolin‐






sind.  Dadurch  dass  die  Replikation  stark  unterbunden wurde,  konnten  die  unreplizierten 
DNA‐Bereiche auch zum späteren Zeitpunkt nicht verdoppelt werden. Erst mit diesem Ansatz 
wurde verdeutlicht, dass die  frühen S‐Phase Zellen mehr DNA‐Regionen besitzen, die noch 
nicht  repliziert wurden,  als  diejenigen,  die  eine  Verdopplung  bereits  erfahren  haben.  Zu‐
sammenfassend  lässt  sich  festhalten,  dass  die  γH2AX‐Foci‐Kinetiken  unter  Replikation‐
inhibierenden Bedingungen vermehrt die Reparatur darstellen, welche  in den geschädigten 
und unreplizierten DNA‐Bereichen abläuft. Die Reparatur dieser DSBs erfolgt überwiegend 











war  anhand  von  ausgeprägten  Reparaturdefekten  in  der  Rad54‐/‐‐  sowie  in  der                       
Ku70‐/‐/Rad54‐/‐‐Mutante zu sehen (Abb. 4.10, B; jeweils mittlere Teilabbildung). Interessan‐









der Reparaturweg  in der S‐Phase  ist  (Helleday, 2003; Nikolova et al., 2010). Basierend auf 
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verminderte  Affinität  zu  anderen,  als  HR‐Substrate  definierten,  DNA‐Strukturen  (Postow, 
2011). Das sind DSB‐Enden, deren DNA über ausgedehnte Bereiche resektiert  ist. Durch die 








ser  Zellzyklusphase  für  den  partiellen Überlebensvorteil  der  Ku70‐/‐‐Mutante  im Vergleich 
zum WT verantwortlich sind.   
Die Analysen der  in der  späten S‐Phase bestrahlten Zellen  zeigten, dass die Replikation  in 
ihnen nahezu abgeschlossen war, was  sich  in einem charakteristischen EdU‐Muster wider‐
spiegelte. Aufgrund der nur noch geringen Rolle der Replikation in diesen Zellen, wurde kei‐














mittleren  S‐Phase  bestrahlten  Zellen wurden  nach Aphidicolin‐Behandlung  zum  Teil mehr 
residuale  Schäden  als  in  den  Zellen  ohne  Aphidicolin‐Behandlung  detektiert. Dieses  kann 
damit zusammenhängen, dass in der späten S‐Phase die Reparatur von der Replikation nur in 
einem geringen Maße beeinflusst wird. Wie von Waters (1981) gezeigt wurde, beeinträchtigt 
Aphidicolin nicht nur  replikative DNA‐Polymerasen  sondern  auch die Polymerasen, die  an 
der  Reparatur  beteiligt  sind.  Hinzu  kommt,  dass  in  dieser  Phase  spät‐replizierte  DNA‐




kollabierten Replikationsgabeln  resultieren  in DNA‐DSBs und  schließlich  in Chromosomen‐
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spät‐replizierten DNA‐Bereichen  (Laird  et  al.  1987; Ma  et al.,  2012), was dazu  führt, dass 








kation  inhibiert wird. Es  ist denkbar, dass die Ausbildung von CFS auch  in den DT40‐Zellen 
durch  Zugabe  der  moderaten  Aphidicolin‐Konzentration  in  der  späten  S‐Phase  induziert 
wird. Die  in dieser Arbeit gewonnene Erkenntnis  zur Reparatur der  in der  späten  S‐Phase 
induzierten DSBs wird durch die Studie von Schwartz et al., 2005 dahingehend unterstützt, 
dass  die  in  den  spät‐replizierten DNA‐Bereichen  erzeugten DSBs,  sowohl  über  c‐NHEJ  als 
auch HR repariert werden. Auch weitere Studien haben die Nutzung von HR in der späten S‐
Phase bekräftigt (Takata et al., 1998; Sonoda et al., 2006). Zusammenfassend lässt sich fest‐























Mechanismus  für  IR‐induzierte DSBs  in diesem Zellsystem  ist. Bei den Untersuchungen der 
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Reparatur  der  in  der  S‐Phase  bestrahlten  Zellen  hat  sich  gezeigt,  dass  die DSB‐Reparatur 
stark  von der Position  innerhalb der  S‐Phase  zum  Zeitpunkt der Bestrahlung  abhängt und 
dass Replikation die Reparatur  im hohen Maße beeinflusst. Die Wahl des Reparaturweges 
wird durch die Lokalisation strahleninduzierter DSBs  in unreplizierten oder bereits replizier‐






wo  c‐NHEJ und HR  anwesend  sind.  In  der  späten  S‐Phase  nimmt Replikationsaktivität  ab. 
Dieses führt dazu, dass zunächst bestehende HR‐Aktivität zu späten Zeitpunkten in der Repa‐











2001).  Ionisierende  Strahlung  induziert  viele  Schadensarten  in  der  DNA,  wobei  die 












hören, während  die  Zellen  der mittleren  S‐Phase  die  resistente  Subpopulation  darstellen. 
Um diese Hypothese überprüfen zu können, wurde die Überlebensfähigkeit zusammen mit 

































terschiede  im Überleben dieser  in der  späten S/G2‐Phase bestrahlten Population  könnten 
Unterschiede  in  der  Qualität  der  Reparatur  sein.  Während  die  Zellen  der  späten  S/G2‐






abhängigen  Überlebensfähigkeit  und  der  Zellzyklusphasen‐abhängigen  Reparatur  nicht  in 
allen  Zellzyklusphasen  auf  einander  abgestimmt waren  und  dass  sie  sich  teilweise wider‐
sprechen. Es können somit Limitierungen der angewandten Methoden dafür verantwortlich 




bensfähigkeit  der HR‐Mutante wurde  aus  zeitlichen Gründen  nicht  untersucht. Unter  der 





























Chromosomenstudien  erlauben,  konnte  die  Funktion  von  Artemis  während  der  DSB‐
Reparatur genauer betrachtet werden. Die Untersuchungen mit den Mutanten, in denen die 
Komponenten  anderer Reparaturwege, wie  SNM1 A und B  (ICL‐Reparatur), Ku70  (c‐NHEJ) 





5.2.1 Einfluss  der  Deletion  der  snm1a‐,  snm1b‐  und  snm1c/artemis‐Gene  auf  das 
klonogene Überleben und die Zellzyklusphasen‐abhängige Reparatur  
Die  in  dieser  Arbeit  gezeigten  Ergebnisse  der  Überlebensexperimente  mit  exponentiell 





Deletion  der  snm1a‐  und  snm1b‐Gene  zu  einer  Hypersensibilisierung  gegenüber  der  ICL‐
induzierenden  Agenzien, wie  Cisplatin  bzw. MMC  und  nicht  gegenüber  der  ionisierenden 
Strahlung  führte. Daraufhin wurde die Beteiligung  der  SNM1A‐  und  SNM1B‐Nucleasen  an 
der  ICL‐ und nicht an der DSB‐Reparatur postuliert.  In den DT40‐Zellen  (Ishiai et al., 2004) 
























nachweisen  konnte.  Es wurde  für  die  Zellen,  deren  SNM1B/Apollo‐Aktivität mittels  siRNA 
(small  interference  RNA)  herunterreguliert  wurde,  eine  mit  si53BP1‐Zellen  vergleichbare 
Strahlenempfindlichkeit im Überlebensexperiment festgestellt. Diese Studie postulierte, dass 
die  SNM1B/Apollo‐Nuclease  in die  Strahlenantwort eingeordnet werden  kann  (Demuth  et 
al., 2004). Die  in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Zellzyklusphasen‐spezifischen Re‐
paraturstudien der Art‐/‐ und der SNMA/B/C‐/‐/‐‐Mutante, sowohl auf der Ebene der γH2AX‐









bilden  (Jeggo  &  O’Neill,  2002).  Dieser  Schritt  ist  notwendig,  um  die  DNA‐Enden  auf  die 
Ligation  vorzubereiten  und  um  die  korrekte  Reparatur  zu  gewähren. Wenn  also  Artemis 
(SNM1C) fehlen, können die DNA‐DSB‐Enden, die diese Prozessierung benötigen, nicht mehr 
über das c‐NHEJ repariert werden.  In der G1‐Phase  findet auch keine HR statt, so dass der 
ausgebildete  Reparaturdefekt  in  der  Art‐/‐‐  und  der  SNMA/B/C‐/‐/‐‐Mutante  auf  die  Beein‐
trächtigung des c‐NHEJ zurückzuführen ist. Die Reparaturkapazität der in der frühen S‐Phase 










Lokalisation der DSBs  in den  replizierten bzw.  in den unreplizierten Bereichen  zusammen‐
hängt. Der Reparaturdefekt der Artemis‐Einzelmutante  ist  viel  kleiner  als derjenige der  c‐
NHEJ‐ bzw. der HR‐Mutanten (Abb. 4.23 B, obere Teilabbildung), was darauf hindeutet, dass 
nur ein ganz geringer Anteil der c‐NHEJ‐ bzw. HR‐abhängigen DSBs Artemis benötigen. Der 
noch  höhere  Reparaturdefekt  der  SNM1A/B/C‐/‐/‐‐Mutante  könnte  auf  die  synergistische 
Beteiligung von allen drei Komponenten SNM1 A, B und C in der DSB‐Reparatur in der frühen 
S‐Phase bestrahlten  Zellen  sein.  Zusammen mit der  Studie  von Demuth  et al.,  2004  kann 
zumindest eine Beteiligung von SNM1B bei der DSB‐Reparatur vorgeschlagen werden.  
















2010). Die Beteiligung  von Artemis  in G2  ist  für die  langsame Komponente  in der HR be‐









c‐NHEJ‐Faktor  beleuchtet  (Iwabuchi  et  al.,  2006).  Seine  Funktion während  der HR wurde 
noch  nicht  beschrieben. Die  in  dieser Arbeit  erstellten  Reparaturkinetiken  der  in  der G2‐









tiven Reparaturweg  zur Verfügung haben. Diese Wege  sollten dann  zu einer verbesserten 
Überlebensfähigkeit  der  Rad54‐/‐/Art‐/‐‐Mutante  im  Vergleich  zur  Rad54‐/‐‐Einzelmutante 
beitragen. Ein alternativer Prozess wird jedoch als ein langsamer und fehleranfälligerer Me‐
chanismus  als  c‐NHEJ beschrieben  (Dueva &  Iliakis,  2013). Basierend  auf den  Studien des 























































nem  alternativen Weg  ermöglichen,  damit  die  Zelle  trotz  der Abwesenheit  der wichtigen 
Reparaturwege  überlebensfähig  bleibt.  Im Umkehrschluss  bedeutet  das,  dass Artemis  die 













Modell  stellt  jedoch die mittlere S‐Phase dar. Dort  zeigte  sich dass die Zellen der  c‐NHEJ‐
Mutante  eine  schnellere  Reparatur  als WT‐Zellen  aufweisen.  Der  Hauptreparaturweg  zur 
Reparatur strahleninduzierter DSBs nach Bestrahlung in G1‐ und G2‐Phase ist sowohl für das 
Säugetiersystem als auch  für das DT40‐Zellsystem das c‐NHEJ. Aber auch  für die Reparatur 

















hinsichtlich der Reparatur untersucht werden. Ob  es  sich  um  eine Aktivierung  von MMEJ 
handelt, würde die Anwendung von LIG1‐Inhibitor Hinweise liefern. Für das A‐NHEJ sollte ein 
LIG3‐Inhibitor  verwendet werden.  Ein  anderes  Unterscheidungskriterium  zwischen MMEJ 






















Um  die Untersuchungen  der  Artemis‐Funktion während  der  DSB‐Reparatur  zu  erweitern, 
sollten Zellzyklusphasen‐spezifische Überlebensexperimente durchgeführt und mit Repara‐
turstudien direkt verglichen werden. Ebenso sollten Untersuchungen zu Translokationen  in 
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Following  Exposure  to  X‐ray  Irradiation  and  MMS  Treatment.  14.  Tagung  der  GBS  in 
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